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[摘 要] 目的 制备人红细胞凝集型单克隆抗体并进行鉴定。方法 以3种方式处理人血红细胞，获得红细胞免疫原，分别
免疫Balb/c小鼠。应用杂交瘤技术，取免疫小鼠的脾细胞与Sp2/0骨髓瘤细胞融合，以凝集实验筛选分泌凝集型抗体的杂交瘤
细胞，继而用有限稀释法克隆3次，并对杂交瘤细胞的稳定性进行测定。通过腹水法制备抗体，亲和层析法纯化抗体，对抗体的
特性进行研究。结果 3种方式获得的免疫原均能建立有效的免疫反应，低渗加超声破碎法所获得的小鼠血清抗体效价最高。
通过融合获得8株可稳定分泌抗体的杂交瘤细胞，其中，4A1分泌的抗体凝集效价最高。抗体可使4种人血型的红细胞凝集，无
种属交叉凝集反应。结论 有效制备了针对人红细胞的凝集性单抗，为其之后的应用研究奠定了基础。
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[Abstract] This study was performed to prepare a agglutinating monoclonal antibody to human erythrocytes
and characterize its properties. Three different ways was used to deal with human erythrocytes, and we got three
kinds of immunogens, which were used to immunize Balb/c mice respectively. The spleen cells of immunized mice
were fused with Sp2/0 myeloma cells by using hybridoma technique. Hybridoma cells secreting agglutinating antibodies
were screened by agglutination assay and these hybridoma cells were cloned 3 times by limiting dilution method.
The stability of the attained hybridoma cells was detected. Antibody was prepared by ascites method and then
purified by affinity chromatography, and the characteristics of the antibody were evaluated. Data showed that each
kind of immunogen can induce effective immune responses, and the method of low osmosis combining with
ultrasonic disintegration has made the highest titer of the antibody. We obtained eight strains of hybridoma cells that
capable of stably secreting the antibody, among which, 4A1 secreted the highest agglutination antibody titer. The
antibody can make 4 types of human erythrocytes agglutinate directly, without species cross-agglutination reaction.
In conclusion, the agglutinating monoclonal antibody against human erythrocytes is effectively prepared, with high
titers and fine properties, which lay a foundation for the subsequent application research.
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近年来，人红细胞非凝集型单抗在安全输血及
病原体检测等方面得到广泛的应用[1-3]，尤其对于输
血前非特异性抗体的检测有较好的效果，可有效预
防潜在的输血反应发生，也使得艾滋病和乙肝等疾
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病的检测更加快捷简便[4-5]。然而，人红细胞非凝集
型单抗也存在许多不足，在用于自身全血凝集试验
等需要发生凝集现象的检测中，需要在抗球蛋白试
剂的侨联下才能发挥作用[6-7]。且人红细胞非凝集
型抗体与抗原结合能力较弱[8-9]。人红细胞凝集型
抗体或可以填补人红细胞非凝集型抗体的不足。但
到目前为止，对凝集型单抗的研究较少，且功能较为
单一，为此我们建立了几株能稳定分泌凝集型抗体
的杂交瘤细胞，获得了能使人红细胞凝集的广谱性
抗体，以期通过对其特性的研究能在双特异性抗体
的有效性等方面做进一步改进并探索其它潜在的功
能应用。
1 材料与方法
1.1 实验材料 人血由厦门市妇幼保健院提供。
Balb/c小鼠、动物血红细胞由厦门大学实验动物中
心提供。Sp2/0骨髓瘤细胞取自厦门大学抗癌研究
中心。4种人血型红细胞采自实验室及校内献血
员。完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂、PEG、HAT、
BSA、膜蛋白提取试剂盒、ELISA试剂盒、秋水仙素以
及细胞培养耗材均为Sigma公司产品。Giemsa染液
为沈阳试剂三厂产品。
1.2 免疫原制备 采集新鲜人血，以 4∶1的比例加
入抗凝剂，分装于4 ml离心管，之后用3种不同方法
制备免疫原。1）单独红细胞法：将血液 2 000 r/min
离心 10 min后弃上清，加入 0.9%的生理盐水 4 ml，
混匀后继续离心，弃上清，重复 2~3次，最后即得到
红细胞抗原。2）低渗超声膜蛋白法：按照第一种处
理方式得到红细胞，向离心管中加入 5%的 KCl
4 ml，混匀后室温溶血 30 min，之后 15 000 r/min离
心15 min去上清，重复3~5次，直至上清无明显的红
色，最后 1次离心去血红蛋白后向离心管中加入
0.02 mol/L PBS 1 ml，于超声波细胞粉碎机下进行破
碎，最后3 000 r/min，10 min离心去上清即得到红细
胞膜蛋白抗原，用紫外分光光度计测蛋白浓度，低温
保存备用。3）膜蛋白提取试剂盒法：按第一种处理
方式得到红细胞，之后按照膜蛋白提取试剂盒的操
作提取红细胞膜蛋白，最后小心转移上层可溶性膜
蛋白，用紫外分光光度计测蛋白质量浓度，低温保存
备用。
1.3 小鼠免疫 将 24只 6~8周龄的Balb/c小鼠随
机分成4组，分别作红细胞免疫组（A组）、低渗超声
膜蛋白免疫组（B组）、试剂盒提取的膜蛋白免疫组
（C组）、阴性对照组（D组）。其中A组以红细胞 1×
106个/只做腹腔注射免疫，每 2周 1次；B组、C组分
别将免疫原与等量完全弗氏佐剂混合并充分乳化
后，经背部皮下多点注射，每次剂量为50 μg/只，2周
后换作与等量不完全佐剂混合免疫，之后也每隔 2
周免疫1次；D组不做免疫，为阴性对照。
1.4 杂交瘤细胞株建立和抗体的制备 小鼠最后
一次免疫后第3天尾静脉采血，凝集法测血清效价，
取效价高者用作融合，融合前3 d尾静脉再加强免疫
1次，取小鼠脾脏制成单细胞悬液，用 50%PEG将其
与 Sp2/0骨髓瘤细胞进行融合，于HAT选择培养基
中培养。用凝集实验筛选杂交瘤细胞，阳性细胞通
过有限稀释法进行亚克隆 3次，并对杂交瘤细胞进
行反复冻存、复苏，将稳定性良好的杂交瘤细胞扩大
培养，接种小鼠腹腔制备腹水。
1.5 凝集实验 将血清或抗体稀释到适当浓度，取
50 μl到凝集板孔中，向各孔加入 0.5%红细胞悬液
（预先用生理盐水洗涤 2次）50 μl，室温下在振荡器
上振荡 30 min后观察结果。结果判定：从静置后
30 min开始观察结果，待对照孔红细胞已沉淀即可
进行结果记录。红细胞全部凝集，平铺呈网状，即为
100%凝集（++++）。红细胞沉于孔底呈点状，即为
不凝集（-）。
1.6 染色体观察 取适量浓度的杂交瘤细胞5 ml，
加入秋水仙素处理细胞 2~4 h，离心后去上清，加入
5%的KCl 5 ml低渗处理 30 min，弃上清，加入 1 ml
固定液（甲醇∶乙酸=3∶1），混匀后离心弃上清，重复
固定 3次，制成细胞悬液后滴于低温预冷的载玻片
上，干燥后Giemsa染色 30 min，之后在油镜下观察
100个细胞，计算染色体条数。
1.7 抗体特性检测
1.7.1 抗体亚型鉴定 参照鼠源单克隆抗体分型
ELISA试剂盒的说明方法进行。包被 IgG1、IgG3、
IgG2a、IgG2b、IgM、IgA 6种羊抗鼠免疫球蛋白标准
品，加入细胞培养上清进行反应 1 h，洗涤后滴加羊
抗鼠 IgG-HRP标记物，反应 30 min，洗涤后加底物
OPD，37 ℃显色10 min后观察结果，棕黄色孔即为阳
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性孔[10]。
1.7.2 抗体亲和力测定[11] 采用血凝实验，方法如
下：采集新鲜人细胞，生理盐水洗涤，2 000 r/min离
心5 min，去上清，重复2遍，之后重悬于1 ml生理盐
水，于洁净载玻片上滴加50 μl细胞培养上清，之后再
滴加等量适量浓度的血细胞，轻轻混匀，并开始计时，
在显微镜下观察凝集情况，记录出现明显凝集的时
间，9 min后测量凝集团块的大小。重复试验3次。
1.7.3 抗体纯化 用亲和层析法对腹水抗体进行纯
化。方法如下：用 Buffer A（0.05 mol/L Boric acid，
4.0 mol/L NaCl，pH9.0）平衡柱子，加少量的腹水，用
Buffer A冲洗柱子，再用Buffer B（0.05 mol/L Sodium
phosphate，0.05 mol/L Sodium citrate，0.3 mol/L NaCl，
pH3.0）洗脱。收集蛋白加入 5%体积的 1.0 mol /L
Tris-HCl，pH8.0调节pH值，收集蛋白进行SDS-PAGE
电泳，分析纯度。
1.7.4 纯化后抗体凝集效价检测 将纯化后的抗体
稀释至1 000倍，在96孔板的第一个孔加入100 μl抗
体，同一排剩余孔分别加入50 μl完全培养基，之后再
将浓度倍比稀释至1∶512 000，每孔再加入洗涤过后
适量浓度的人红细胞50 μl，30 min后观察凝集结果。
1.7.5 血型反应性测定 取人A型、B型、AB型、O
型血细胞至 4 ml离心管中，生理盐水洗涤，2 000 r/
min离心 5 min，去上清，重复 2遍，配成 0.5%红细胞
悬液，于稀释孔板的奇数排的每孔加入 50 μl抗体，
偶数排每孔加50 μl完全培养基用作阴性对照，均设
置3个复孔，每2排1组，共4组，每组分别加入A型、
B型、AB型、O型血细胞，每孔 50 μl，30 min后观察
凝集情况。重复实验2次。
1.7.6 种属特异性测定 取小鼠、兔、狗、猪、猴、鸡、
牛 7种动物血细胞各 50 μl，生理盐水洗涤和离心
2次，配成 0.5%红细胞悬液，同样以 50 μl抗体分别
同50 μl不同动物红细胞反应，设置人红细胞的对照
组，30 min后观察凝集情况。重复实验2次。
1.8 抗原初步检测 采集4种不同血型的新鲜人血
细胞，用低渗加超声的方法获得细胞膜总蛋白，分别
加样于凝胶上，经常规 12% SDS-PAGE电泳后，行
110 V电压湿转 60 min至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉
封闭60 min，加入1∶1 000的抗体稀释液，4 ℃孵育过
夜，PBST清洗3遍，每次10 min，加入1∶5 000稀释的
羊抗鼠HRP-IgG，室温反应 2 h，PBST洗 3次，每次
10 min，最后ECL显色并观察记录结果。
2 结果
2.1 免疫原制备 3种不同方法分别获得免疫原。
低渗超声膜蛋白法获得的膜蛋白质量浓度为1.5 mg/
ml。膜蛋白提取试剂盒法获得的膜蛋白质量浓度为
1.2 mg/ml。
2.2 免疫效果 多次免疫后，4组小鼠所产生的血
清抗体凝集强度对比，如表 1所示。A组（单独红
细胞法）凝集价为 1∶2 000，B组（低渗加超声法）凝
集价为 1∶8 000，C组（试剂盒膜蛋白法）凝集价为
1∶4 000。
表1 小鼠血清凝集实验结果
Tab 1 Agglutination assay of mouse serum antibody in different groups
Dilution multiples
of serum
Group A
Group B
Group C
Group D
1∶500
++++
++++
++++
-
1∶1000
+++
++++
++++
-
1∶2000
++
++++
++++
-
1∶4000
-
+++
++
-
1∶8000
-
++
-
-
1∶16000
-
-
-
-
2.3 杂交瘤细胞的建立 融合共获得 26株阳性杂
交瘤细胞，经 3次亚克隆后得到 8株（3B10，4A1，
4D1，7E3，10A7，11B8，11G12，13B12）稳定分泌凝集
性抗体的细胞株。其中，4A1杂交瘤细胞株凝集效
价最高，达到1.6×103，选其做后续实验。
2.4 染色体观察 正常小鼠染色体数为40条，Sp2/
0骨髓瘤细胞染色体数为 62条~68条。本次实验所
得杂交瘤细胞染色体数目为89~108条，如图1所示，
符合融合后细胞染色体数目。
图1 杂交瘤细胞染色体分析（×100）
Fig 1 Chromosome analysis of hybridoma cells（×100）
2.5 抗体特性鉴定
2.5.1 抗体亚型鉴定 经亚型鉴定试剂盒鉴定
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3B10、4A1、4D1、7E3、10A7、11B8、11G12、13B128株
细胞分泌的单抗亚型，结果证实 3B10和 13B128为
IgG3，4A1、4D1、7E3 和 10A7 均为 IgG1，11B8 和
11G12为 IgG2a。
2.5.2 抗体亲和力测定 因我们使用红细胞膜制备
的单抗，无纯抗原，故无法测定其亲和常数，因此采
用抗体和红细胞反应的方式，于镜下观察出现明显
凝集的时间以及一定时间内肉眼观察到的凝集块大
小，来间接反应抗体和抗原之间的亲和力大小。抗
原和抗体反应出现明显凝集的平均时间为 3 min，
9 min内血凝块的平均大小为 3.5 mm，反应的显微
镜下凝集结果如图2所示。
图 2 凝集结果（×40）
Fig 2 Results of agglutination（×40）
2.5.3 抗体纯化 4A1腹水经 rProtein A亲和层析
纯化，在Mr大约为50 000和25 000处呈现2条带，分
别相当于抗体的重链和轻链的相对分子质量，如图
3所示。SDS-PAGE凝胶电泳扫描分析其纯度为
95%以上，表明通过纯化，获得较高纯度的抗体。
2.5.4 抗体纯化后效价测定 凝集反应 30 min后，
肉眼可见红细胞开始凝集，抗体凝集效价达到 1∶
128 000，结果如图4所示，表明纯化后的抗体仍然保
持良好的活性。
2.5.5 血型反应性 凝集反应 30 min后，可见红细
胞开始凝集，1 h后大致凝集完全，对照组没有凝集
反应，如图5所示。
2.5.6 种属交叉反应性 凝集实验结果显示，抗体
与小鼠、兔、狗等动物的红细胞无交叉反应性，表明
抗体具有良好的种属特异，如图6所示。
2.6 抗原初步检测 4种不同血型膜蛋白裂解液的
Western blot的分析结果如图 7所示，在大约 50 000
处有一相对特异性条带，且 4种血型红细胞膜蛋白
的条带基本一致，可以初步认为该蛋白即为凝集型
抗体所识别的抗原。
M) Protein maker；1) standard IgG；2) denatured mAbs.
图 3 纯化的抗体SDS-PAGE分析
Fig 3 Analysis of purified antibody by SDS-PAGE
图4 纯化后抗体凝集效价检测
Fig 4 Agglutination titer of purified antibody
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M）Protein maker；1）A blood type；2）B blood type；3）AB blood
type；4）O blood type.
图7 抗原的初步检测
Fig 7 Preliminary identification of antigens
3 讨论
使用3种不同的免疫原免疫小鼠。单独的红细
胞因抗原成分相对单一，亲和力较低，所以最后所
得血清凝集效价不如另外 2种方法。同时，低渗加
超声破碎法比试剂盒提取的膜蛋白免疫效果又更
好，猜想可能是二者的膜蛋白大小和浓度有差别的
缘故。
以往的研究倾向认为凝集型抗体类型应为
IgM[12-14]，因其为五聚体，含有 10个与抗原结合的
Fab片段，易产生肉眼可见的凝集反应。目前，对凝
集型单克隆抗体的研究主要是包括抗A、抗B及抗D
抗体，其对红细胞表面凝集原可特异识别，亲和力也
较好，故多用于血型鉴定和安全性输血[15-16]，但用途
也仅局限于此，故功能较为单一。此次所得抗体类
型为 IgG，与非凝集型抗体不同，该抗体可在不加二
抗的情况下使人的 4种血型红细胞凝集，具有种属
特异性。抗原大致为膜表面约为Mr5 000的蛋白。
因抗体类型为 IgG，仅含有2个与抗原结合的Fab片
段，所以与红细胞反应出现凝集的时间相对较长。
本次研究所获抗体与非凝集型抗体相比，最大
的区别在于其能使人红细胞在盐水介质中凝集，无
需二抗的帮助，可知，在同红细胞膜抗原结合这一
方面，该抗体比非凝集型抗体更有效。所以，如果用
胃蛋白酶水解抗体，提取Fab片段，理论上，单价的
Fab片段无法使红细胞直接凝集，但是其结合抗原
的生物活性不变[17]。因此，若再将 Fab片段与特定
抗原或抗体偶联，同样可使红细胞凝集，并且凝集
强度会大于非凝集型抗体制成的相关试剂。随着
双特异性抗体的在疾病诊断和检测等方面的应用
价值不断开发[18-19]，相信今后凝集型抗体也会在相
关应用等方面有一席之地。目前，我们实验室正在
利用杂交瘤细胞制备单链抗体，此种方法得到的抗
体可保持与抗原结合的活性，并且减少制备流程和
成本，便于后续的实验研究。期望可以通过对其改
造修饰进一步提高双特异性抗体的有效性和专一
性，使有关疾病的诊断和检测以及安全输血等更加
的方便、快捷。
综上所述，本次研究获得了效价较高的凝集型
单抗，相关特性均较良好，为今后的应用研究奠定了
图5 抗体与人4种血型红细胞的反应
Fig 5 The reaction between the antibody and 4 types of human
red blood cell
图6 抗体与动物红细胞的反应
Fig 6 The reaction between the antibody and red blood cells
of seven kinds of animals
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基础。
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